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Uvod: Mikroorganizmi adherirani na površinah lahko predstavljajo vir kontaminacije, ter s 
tem predstavljajo tveganje za zdravje ljudi. V živilski industriji so pogosto vzrok za 
kvarjenje živil. Namen: Namen naše raziskave je primerjati učinkovitost konvencionalnih 
in rastlinskih čistilnih sredstev za odstranjevanja bakterijskih celic E. coli s površine stekla. 
Rezultate učinkovitosti odstranjevanja mikroorganizmov smo primerjali s podatki o 
toksičnosti za posamezno čistilno sredstvo. Metode dela: S pomočjo svetlobnega 
mikroskopa in kamere smo analizirali število bakterijskih celic na površini stekla pred 
izpostavljenostjo čistilnemu sredstvu, ter po delovanju čistilnega sredstva, brez uporabe 
fizične sile. Rezultati: Konvencionalna čistilna sredstva so bila glede odstranjevanja 
bakterijskih celic s površine učinkovitejša, saj smo z njihovo uporabo odstranili od 20 do 45 
% celic. Rastlinska čistilna sredstva so odstranila le 4 do 18 % bakterijskih celic E. coli s 
površine. Učinkovitost čistilnih sredstev je bila odvisna tudi od koncentracije čistilnega 
sredstva. Razprava in sklep: Konvencionalna čistilna sredstva so bila pri odstranjevanju 
bakterijskih celic učinkovitejša. Vsa čistilna sredstva so bila najučinkovitejša pri najvišji, 20 
% koncentraciji. Najučinkovitejše čistilno sredstvo, ni bilo hkrati akutno najbolj toksično. 
Ugotovili smo tudi, da akutno najmanj toksično čistilno sredstvo ni bilo zmeraj najmanj 
učinkovito.  





Introduction: Microorganisms adhered on surfaces can represent a source of contamination 
and consequently pose a health risk for humans. In the food industry they are a common 
cause of food spoilage. Purpose: The purpose of our research was to compare the efficacy 
of conventional and plant-based cleaning agents for removing E. coli bacterial cells from a 
glass surface. We compared the efficacy of removing microorganisms with the toxicity index 
of each individual cleaning agent used. Methods: Using a microscope we count the number 
of bacterial cells on the surface of the glass before the glass was exposed to the cleaning 
agent and then after the exposure to the cleaning agent. No physical force was used. Results: 
Conventional cleaning agents were more effective in removing bacterial cells, removing 
between 20 % and 45 % of bacterial cells. Plant-based cleaning agents removed between 4 
% and 18 % of bacterial cells. The effectiveness of the cleaning agent also depends on the 
used concentration. Discussion and conclusion: Conventional cleaning agents are more 
effective in removing bacterial cells. All cleaning agents were most effective at the highest 
tested concentration of 20 %. The most effective cleaning agent was not the most acute toxic. 
And the least acute toxic cleaning agent was not the least effective. 
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN OKRAJŠAV 
CFU Bakterije, ki so sposobne tvoriti kolonije (Colony Forming Unit) 
DLVO Dejaguin, Landau, Varewey in Overbeck 
E. coli Escherichia coli 
EO Esencialna olja 
LD50 Letalni odmerek za 50 % populacije (Lethal Dose) 
MIC Minimalna inhibitorna koncentracija (Minimal Inhibitory 
Concentration) 
PBS Fosfatni pufer (Phosphate-Buffered Saline) 
S. aureus Staphylococcus aureus 
S. epidermidis Staphylococcus epidermidis 
S. flexneri Shigella flexneri 
S. paratyphi Salmonella paratyphi 






Površine v delovnih in bivalnih okoljih predstavljajo mesta, kjer se lahko naselijo različni 
mikroorganizmi. V objektih namenjenih prometu in proizvodnji živil, patogeni 
mikroorganizmi na površinah predstavljajo tveganje za kontaminacijo in s tem zdravstveno 
neustreznost končnega proizvoda, v zdravstvenih ustanovah pa je prisotno tveganje za 
prenos različnih okužb povezanih z zdravjem (Akbas, 2015; Martin-Espada et al., 2014; 
Borges et al., 2013). Za ustrezno zmanjševanje mikroorganizmov na površinah se 
poslužujemo različnih tehnik čiščenja in razkuževanja površin. Čiščenje po navadi izvajamo 
s pomočjo fizikalnih ali kemijskih metod čiščenja. Za ustrezno higiensko vzdrževanje 
površin je potrebno že v fazi načrtovanja izbirati površine, ki omogočajo enostavno čiščenje, 
omogočajo razkuževanje, so brez razpok in drugih dejavnikov, ki bi omogočali zastajanje 
vidne in nevidne umazanije, ter s tem predstavljali medij za razrast različnih 
mikroorganizmov (Simões et al., 2010). Mikroorganizmi se lahko oprijemajo tako gladkih 
kot hrapavih površin (Kim et al., 2015; Bohinc et al., 2014). Na suhih površinah, brez 
prisotnosti hranil, lahko nekateri mikroorganizmi preživijo tudi do več mesecev. 
Mikroorganizmi so sposobni tvoriti tudi biofilme, v katerih je njihova združba še dodatno 
odporna na postopke čiščenja in razkuževanja (Dosti et al., 2005). V izogib tvorjenja 
biofilmov mora biti zagotovljeno redno čiščenje in razkuževanje površin. Pogosto so 
uporabljena čistilna sredstva, ki delujejo na osnovi kvartarnih amonijevih spojin, klora, 
peroksiocetnih kislin, alkoholov, so se pri odstranjevanju organske snovi in s tem tudi 
mikroorganizmov s površin izkazala za učinkovita (Knowles et al., 2005). V zadnjem času 
se z namenom nadomestitve prej naštetih konvencionalnih čistil pojavljajo naravna čistilna 
sredstva. Naravna čistilna sredstva delujejo na osnovi esencialnih olj (EO), izocianatov in 
fenolov, ki jih rastline proizvajajo za zaščito pred plenilci in drugimi škodljivci, ter poleg 
svojih aromatičnih lastnosti predstavljajo tudi potencial za nadomestitev konvencionalnih 
čistilnih sredstev (Bernal et al., 2018; Bassanetti et al., 2017; Kurinčič et al., 2016;  Borges 
et al., 2013).  
V magistrskem delu smo raziskovali učinkovitost treh konvencionalnih in treh naravnih 
čistilnih sredstev za odstranjevanja bakterijskih celic Escherichia coli (E. coli) s površine 
stekla. Za posamezno čistilno sredstvo smo v bazah podatkov poiskali podatke o njihovi 
akutni toksičnosti in glede na toksičnost primerjali učinkovitost posameznega čistilnega 
sredstva.   
2 
1.1 Vidiki higiene površin 
Nadzorovanje mikroorganizmov v bolnišničnih okoljih in prehranskih objektih dobiva v 
zadnjih desetletjih vse večjo pozornost, saj so ti organizmi z različnimi mehanizmi sposobni 
adsorpcije na površino (Akbas, 2015; Borges et al., 2013). Prisotnost mikroorganizmov na 
površini predstavlja potencialno tveganje, saj se lahko na površini hitro delijo in lahko 
kontaminirajo tudi druge površine (Fink et al., 2017). Nekateri mikroorganizmi se površine 
le oprimejo in se na njih ne razmnožujejo (Martin-Espada et al., 2014). Prva poročanja o 
adheziji bakterijskih celic na površino so se pojavila že pred slabim stoletjem (Zobell, 
Anderson, 1936), vendar adhezija bakterijskih celic še vedno predstavlja higienski problem 
v pivovarstvu, proizvodnji morske hrane, proizvodnji mleka in mlečnih izdelkov, 
perutninarstvu, v mesnih obratih, bolnišničnih okoljih in domačih gospodinjstvih, sploh 
kadar so adherirane bakterijske celice sposobne tvoriti biofilme (Thakur et al., 2016; Kerekes 
et al, 2015; Srey et al., 2013; Simões et al., 2010). Bakterije pritrjene na površino 
predstavljajo težavo na številnih področjih, saj se lahko oprimejo različnih površin, kot so 
plastika, steklo, kovinske površine in les. Oprijem je odvisen od hrapavosti površine na 
katero se pritrjajo, prisotnosti hranilnih snovi in okoljskih pogojev v katerih poteka adhezija 
(Oder et al., 2018; Fink et al., 2017; Kim et al., 2015; Bohinc et al., 2014). Pojavljajo se tako 
na hidrofobnih kot na hidrofilnih površinah, nekatere vrste mikroorganizmov se celo lažje 
oprijemajo hidrofobnih površin (Cloete et al., 2009).  
Čistilno sredstvo, katero uporabljamo za odstranjevanje nečistoč s površine mora imeti poleg 
učinkovitosti, tudi nizko korozivnost, ne sme puščati ostankov čistil na površini, ter ne sme 
biti toksično za okolje ali uporabnika (Dosti et al., 2005). Pomemben dejavnik pri 
obvladovanju števila mikroorganizmov na površini je načrtovanje samega procesa, 
postavitve opreme, vgradnje opreme in izbira ustreznega materiala. Nepravilno izvedeni 
koti, razpoke, reže, spoji, utori, predstavljajo točke, kjer se lahko mikroorganizmi 
razmnožujejo, ter jih ne moremo učinkovito odstraniti s čistilnimi in dezinfekcijskimi 
sredstvi. Učinkovit program čiščenja tako predvideva odstranitev neželenih snovi s površine, 
vključno z mikroorganizmi, ostanki hrane, tujki in ostanki čistilnih sredstev. Med materiali 
je, glede odpornosti in možnosti učinkovitega čiščenja, med najbolj praktičnimi nerjavno 
jeklo. Prednost nerjavnega jekla je predvsem v njegovi odpornosti na mehanično brušenje, 
drgnjenje in poliranje (Simões et al., 2010). 
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1.2 Adhezija bakterij na površine 
Adsorpcijo bakterijskih celic na površino lahko pojasnimo z Dejaguin, Landau, Varewey in 
Overbeckovo (DLVO) teorijo dveh slojev. DLVO teorija govori o privlačnih silah med 
bakterijskimi celicami in površino v dveh slojih, prvi, primarni sloj, deluje med bakterijo in 
površino na oddaljenosti do 1 nm, drugi sloj pa deluje na oddaljenosti med 5-10 nm od 
površine. Posledično se bakterije na površino adsorbirajo v dveh korakih. Prvi korak 
adsorpcije se odvija v drugem energijskem sloju od površine oddaljen od 5-10 nm, ta vezava 
je šibka in je povratna. Bakterijske celice v prvem koraku premagajo vse odbijajoče 
elektrostatične sile in se adsorbirajo na površino. Ker so bakterije na površino vezane s 
šibkimi Van der Walsovimi in elektrostatičnimi silami, jih lahko s površine odstranimo z 
manjšo fizično silo toka vode ali s spremenjeno ionsko sestavo površine (Chahal et al., 
2016).  
Drugi korak adsorpcije je poznan tudi kot adhezija. Adhezija se pojavi v primarnem sloju 
(oddaljenost od površine do 1 nm), ta vezava bakterij na površino je močnejša in je 
nepovratna. Adhezija bakterijske celice na površino se pojavi, ko bakterijska celica tvori s 
površino trajno vez, ta vez pa vsebuje veliko količino energije, zato jo je težje pretrgati kot 
vez v sekundarnem sloju (Chahal et al., 2016; Fink et al., 2015). Bakterijska adhezija na 
površino je odvisna od številih parametrov, med katerimi so najpomembnejši: fizikalno 
kemijske lastnosti bakterij, lastnosti materiala in okoljski dejavniki kot so pH, temperatura 
ter prisotnost hranil (Oder et al., 2018; Akbas, 2015).  
1.3 Odstranjevanje bakterij s površine 
Najboljši način za preprečevanje okužb, ki jih povzročajo bakterije na površini, je še vedno 
nadzorovanje oziroma preprečevanje bakterijske adhezije. Adhezijo bakterijskih celic na 
površino lahko obvladujemo na več načinov, prevladujoča načina sta čiščenje s fizikalnimi 
ali s kemijskimi metodami čiščenja. Fizikalne metode vključujejo, ščetkanje, visokotlačno 
čiščenje ipd. (Simões et al., 2010). Za čiščenje, ki temelji na podlagi kemijskih spojin, 
najpogosteje uporabljamo perokside, kloramine, kvartarne amonijeve spojine ali hipoklorite. 
Omenjene spojine so za obvladovanje adhezije učinkovite, vendar ta čistilna sredstva lahko 
na nekaterih materialih povzročijo korozijo in razbarvanje. Pomembno je omenit tudi sam 
škodljiv vpliv na okolje in zdravje ljudi (Knowles et al., 2005).  
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Znanstveniki so v zadnjih letih z namenom nadomestitve konvencionalnih čistilnih sredstev 
pričeli raziskovati naravna čistilna sredstva, katera lahko predstavljajo okoljska in 
zdravstvena tveganja. Velik potencial za nadzor mikrobne adhezije predstavljajo tudi 
fitokemikalije, ki jih kot sekundarne presnovne produkte, sintetizirajo rastline. Te presnovne 
produkte rastline proizvajajo za lastno zaščito pred napadi mikroorganizmov, rastlinojedcev, 
insektov, glist ali drugih rastlin (Borges et al., 2013). Fitokemikalije so sposobne inhibirati 
sintezo peptidoglikana, poškodovati strukturo bakterijske membrane, spremeniti 
hidrofobnost bakterijske membrane in vplivati na odziv bakterijske celice na dražljaje 
(Monte et al., 2014). Naravna čistilna sredstva so v nekaterih primerih lahko za nekatere 
organizme bolj toksična kot konvencionalna, zato je potrebno pred njihovo uporabo preveriti 
njihovo toksičnost za posamezne organizme (Poljšak, 2007). Uporabo rastlinskih presnovnih 
produktov bi bilo mogoče prenesti tudi na področje obvladovanja problematike 
mikroorganizmov z namenom zmanjšanja vpliva na okolje in zdravje uporabnikov.  
Vse več bakterij, ki tvorijo biofilme, je odpornih na antibiotike, kar lahko v prihodnosti 
predstavlja resno tveganje za zdravje ljudi. Zato je potrebno nadzorovati mikrobno adhezijo 
na površini, še preden se razvije v biofilm. Izvlečki iz rastlin kot so esencialna olja, fenoli in 
izotiocianati predstavljajo zamenjavo za znane antibiotike in konvencionalna čistilna  
sredstva, hkrati pa so varni za uporabnika čistilnega sredstva in končni proizvod (Bernal et 
al., 2018; Bassanetti et al., 2017; Kurinčič et al., 2016; Borges et al., 2013).  
Neustrezno higiensko vzdrževanje površin lahko vodi, do različnih zdravstvenih izidov. 
Izbruhi okužb s patogenimi mikroorganizmi so najpogosteje povezani z bakterijami, kot so 
E. coli, Salmonella spp., Shigella spp., Listeria monocytogenes in Staphylococcus aureus (S. 
aureus)  (Lu et al., 2016). S. aureus in E. coli sta bakteriji, ki sta najpogosteje povezani z 
izbruhi bolnišničnih okužb (Monte et al., 2014). 
1.4 Čistilna sredstva 
Učinkovito čiščenje in ustrezno vzdrževanje higienskih razmer opreme, površin in 
pripomočkov predstavlja eno glavnih skrbi v prehranski industriji in bolnišničnih okoljih 
(Lu et al., 2016; Dosti et al., 2005). Neustrezno očiščena in vzdrževana oprema predstavlja 
ugodno okolje za razrast mikroorganizmov. V živilski industriji lahko proizvod na koncu 
procesa, zaradi neustrezno vzdrževane opreme predstavlja tveganje za kontaminacijo s 
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kvarljivci hrane in morebitnimi patogeni. Čistilna sredstva v industriji niso vedno učinkovita 
pri odstranjevanju organskega materiala. Organska snov na opremi, površinah in 
pripomočkih, poleg biološkega dejavnika tveganja okužbe s patogenimi organizmi, 
predstavlja tveganje tudi za reaktivno delovanje z nekaterimi čistilnimi sredstvi. Nekatera 
čistilna sredstva lahko v reakciji z organsko snovjo tvorijo strupene pline in druge ostanke, 
ki predstavljajo tveganje za okolje in zdravje ljudi (Dosti et al., 2005). Čistilna sredstva 
delujejo na podlagi zmanjševanja površinske napetosti, emulgiranja maščob in denaturiranja 
proteinov. Pri izbiri ustreznega čistilnega sredstva, moramo biti pozorni na zahteve, ki jih 
mora čistilno sredstvo izpolnjevati v določenem procesu. Izbira čistilnega sredstva temelji 
na podlagi njegove učinkovitosti glede odstranjevanja biološke snovi, varnosti za 
uporabnika čistilnega sredstva, težavnosti odstranjevanja ostankov čistilnih sredstev, ter 
naknadnega vpliva na proizvod, saj lahko proizvod prevzame vonj ali okus po čistilnem 
sredstvu. Posebno pozornost je potrebno nameniti tudi lastnostim čistilnih sredstev, ker 
lahko nekatera čistilna sredstva na naneseni površini povzročajo korozijo in razbarvanje 
površin. Korozija nato povzroča povečano hrapavost površine in s tem olajša pritrjevanje 
novih bakterijskih celic (Simões et al., 2010). Eden od parametrov za izbiro ustreznega 
čistilnega sredstva je vrsta mikroorganizmov, ki jih želimo odstraniti s površine. 
Mikroorganizmi, ki po izvedenem procesu čiščenja ostanejo na površini, lahko na površini 
tvorijo biofilme, s tem postanejo mikroorganizmi odpornejši na postopke čiščenja (Dosti et 
al., 2005) 
1.4.1 Konvencionalna čistilna sredstva 
Različna čistilna sredstva so danes poznana vsakomur, tako iz domačega okolja kot iz 
različnih dejavnosti, kot so hotelirstvo, pralnice, centri za dnevno varstvo, bolnišnice in 
živilski objekti. Zaradi njihove množične uporabe je bila za leto 2017 na globalni ravni 
predvidena prodaja čistilnih sredstev v vrednosti preko 147 milijard ameriških dolarjev, 
njihova proizvodnja in uporaba bo po napovedih v prihodnjih letih še rasla (Arvanitakis et 
al., 2018). Konvencionalna čistilna sredstva po navadi vsebujejo peroksi kisline, iodoforje, 
ozon, natrijev hipoklorit in kvartarne amonijeve spojine (Akbas, 2015). Stranski učinek 
uporabe aktivnih sestavin je pojav trihalometanov, halogenskih kislin in drugih 
kancerogenih spojin ter pojav bakterijske rezistence (Falco et al., 2018). 
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Čistilna sredstva najpogosteje najdemo v tekočem agregatnem stanju ali v obliki praškov. 
Večina čistilnih sredstev, ki so naprodaj v Severni Ameriki in Evropi še vedno vsebuje 
škodljive kemikalije, ki se v naravi lahko obnašajo reaktivno ali korozivno. Vsebujejo lahko 
natrijev hipoklorit, natrijev hidroksid in amonijev hidroksid. Zaradi njihovih reaktivnih 
lastnosti in množične uporabe, takšne snovi predstavljajo tveganje za človeško zdravje, 
imajo pa tudi neželen učinek na okolje. Neupoštevanje navodil in mešanje različnih čistilnih 
sredstev lahko vodi do tvorbe strupenih plinov, kot so klor in amonijak, kar lahko povzroči 
zastrupitev in različna kronična obolenja (Arvanitakis et al., 2018). Njihova uporaba v 
zaprtih prostorih lahko vpliva na kakovost zraka. Kljub množični uporabi različnih čistilnih 
sredstev imamo le malo informacij o njihovem vplivu na zdravje ljudi. Čistilna sredstva so 
v večini sestavljena iz mešanice različnih kemikalij, mnoge med njimi imajo profil 
kemikalij, ki so škodljiva za zdravje ljudi, med njimi so najpogosteje glikol etri, alkil fenol 
etoksilati, lahko hlapne organske komponente, etilendiamintetraocetna kislina in 
nitrilotriocetna kislina. Toksikološke študije so v večini primerov narejene za posamezne 
kemikalije, v večini za aktivne komponente čistil, kjer ni upoštevan morebiten sinergističen 
učinek več kemikalij. Različne študije izpostavljenosti čistilnim sredstvom so pokazale 
pojav respiratornih obolenj, alergij, kožnih izpuščajev in draženja oči (Liu et al., 2016; 
Wolkoff et al., 1998).  
V nadaljevanju so predstavljene tri kemikalije, ki so pogosto komponente konvencionalnih 
čistilnih sredstev in smo jih uporabili v naši raziskavi.  
1.4.1.1 Propilen glikol 
Propilen glikol je brezbarvna, pri sobni temperaturi viskozna tekočina, brez vonja in okusa. 
Uporablja se kot bakteriostatik, fungistatik, v farmaciji kot topilo in ekstraktor, kot sredstvo 
za vlaženje v kozmetičnih pripravkih, čistilno in polirno sredstvo, sredstvo za pranje perila 
in pomivanje posode ter kot dodatek v produktih za osebno nego. (PubChem, 2018a; Toxnet, 
2010a). V živilski industriji se uporablja kot lubrikant in prenosnik toplote, je inhibitor 
korozije, zaradi antimikrobnega delovanja tudi konzervans v hrani, poznan je tudi kot 
sredstvo za zaviranje rasti plesni. Uporablja se za čiščenje zraka in dezinfekcijo površin 
(Toxnet, 2010a). Nalawade in sodelavci (2015), so v raziskavi ugotovili baktericidno 
aktivnost propilen glikola na bakterijskih vrstah Streptococcus mutans, Enterococcus 
faecalis in E. coli. 
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1.4.1.2 Metanol 
Metanol je vnetljiva, brezbarvna tekočina z vonjem po alkoholu. Uporablja se za 
razkuževanje oblačil, postelj, tkiv in v boju proti živalskim patogenom ter ličinkam žuželk. 
V industriji se uporablja za uničevanje sulfid reducirajočih bakterij (PubChem, 2018b; 
Toxnet, 2014). Znanstveniki so poleg učinka metanola na Gram pozitivne in Gram negativne 
bakterije ugotovili antimikrobni učinek na rast gliv (Mambe et al., 2016).  Wadhwani in 
sodelavci (2009), so raziskovali minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) metanola na 
petih različnih testnih bakterijah. MIC so raziskovali na Salmonella paratyphi (S. paratyphi) 
A, Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), Shigella flexineri (S. flexineri), Vibrio 
cholerae in Pseudomonas oleovorans. Pri 1 % koncentraciji metanola na večini testnih 
bakterij, razen S. parathyphi A in S. flexneri, avtorji članka niso zaznali učinka, ali pa je bil 
ta minimalen. Pri S. epidermidis niso zaznali učinka do 3 % raztopine metanola. Pri 
izpostavitvi bakterij 4 % koncentraciji se je pri vseh testnih bakterijskih vrstah pokazal 
značilen zaviralni učinek v rasti, katerega vpliv se je z višanjem koncentracije ( do 6 %, ki 
je bila v tej raziskavi najvišja uporabljena koncentracija ) še povečeval. 
1.4.1.3 Cinkov klorid 
Cinkov klorid lahko najdemo kot bele granule, bele kristale, brezbarvno raztopino ali bele 
delce pomešane z zrakom. Je brez vonja. Uporablja se v sredstvih za nego ustne votline, kot 
dezodorant, kot zaviralec gorenja, za zaviranje rast živalskih patogenih mikroorganizmov, 
bakteriostatik, germicid, antiseptik, sredstvo za obdelavo pitne vode in kot sestavni del 
cementa za zalivanje zob (PubChem, 2018c; Toxnet, 2006). Zobne paste vsebujejo okoli 4 
% cinkovega klorida (Toxnet, 2006). Cink in njegove soli, kot je cinkov klorid so pogosto 
uporabljene v sredstvih za ustno nego, saj zavirajo rast mikroorganizmov (Choi et al., 2010). 
Qayyum in sodelavci (1998), so v raziskavi dokazali antimikrobno aktivnost cinkovega 





1.4.2 Naravna čistilna sredstva 
Rastlinski izvlečki se uporabljajo že več stoletij in imajo velik potencial za obvladovanje 
rasti mikroorganizmov. Prve zapise o uporabi rastlin in rastlinskih izvlečkov je opisal že 
Hipokrat v petem stoletju pred našim štetjem, ko je sestavil seznam preko 350 rastlin in 
njihovih učinkovin za uporabo v medicini. V zadnjih desetletjih se je interes za odkrivanje 
antimikrobnih lastnosti rastlinskih izvlečkov povečal predvsem zaradi bakterijske 
odpornosti na najrazličnejše antibiotike (Edwards-Jones, 2013).  
Naravna čistilna sredstva so po navadi izdelana iz rastlin, bakterij, gliv in tudi plesni. Njihove 
glavne sestavine so encimi, fagi ali rastlinske molekule (Akbas, 2015). Za naravna čistilna 
sredstva je značilno, da so dobro biorazgradljiva, nizko toksična, imajo nizko kritično 
micelno koncentracijo ter visoko površinsko aktivnost (De Araujo et al., 2016). Raziskave 
kažejo, da imajo esencialna olja kot so origanovo olje, olje čajevca, olje nageljnovih žbic, 
olje cimetovca in limonovca antimikrobni učinek tako na Gram pozitivnih kot Gram 
negativnih bakterijskih celicah (Kim et al., 2015; Han, Bhat, 2014; Faleiro, Miguel, 2013). 
Z uporabo plinske kromatografije in masne spektrofotometrije je v rastlinskih izvlečkih 
mogoče določiti različne organske molekule, od katerih imajo mnoge antimikrobne lastnosti. 
Rastlinske molekule z antimikrobnimi učinkom so najpogosteje sestavljene iz alkaloidov, 
kumarinov, esencialnih olj, flavonoidov, flavonolov, flavonov, lektinov, fenolov in 
polifenolov, poliacitilenov, polipeptidov, kininov, taninov in terpenoidov (Edwards-Jones, 
2013).  
Za proizvodnjo izvlečkov se uporabljajo tako sveže kot posušene dele rastline. Rastlinske 
izvlečke se lahko pripravlja v vodnih raztopinah, kadar so aktivne sestavine, ki jih želimo 
pridobiti topne v vodi. Kadar nekatere sestavine niso vodotopne, jih topimo v etanolu, etru, 
petrolej etru, kloroformu ali etil acetatu (Edwards-Jones, 2013). 
Esencialna olja so naravne aromatske in hlapne tekočine, katere lahko pridobivamo iz 
različnih delov rastlin, tako iz cvetov kot iz korenin, vej, listov, semen, olupkov, sadežev, 
lesa ali celotne rastline (Khorshidian et al., 2018). Sestavljena so iz kompleksnih mešanic 
hlapnih organskih komponent, ki dajejo rastlini oziroma olju značilen vonj in okus. EO lahko 
ekstrahiramo iz rastline z parno destilacijo, hladnim stiskanjem ali z uporabo organskih topil. 
V vodi je večina EO netopnih. Količina EO je lahko različno razporejena med posameznimi 
deli rastline ter med različnimi primerki iste rastlinske vrste. Količina EO je tako odvisna od 
9 
tipa prsti na kateri raste rastlina, temperature, vremenskih pogojev ter količine svetlobe, 
kateri je rastlina izpostavljena (Edwards-Jones, 2013).  
Antibakterijske lastnosti EO lahko v celoti povežemo s prisotnostjo aktivnih sestavin. Okoli 
90-95 % EO sestavljajo hlapne komponente monoterpenov ter seskviterpen ogljikovodikov 
in njihovi oksigenirani derivati, med njimi alifatski aldehidi, alkoholi in estri. Preostalih 5-
10 % EO predstavljajo ne hlapne komponente, to so ogljikovodiki, maščobne kisline, steroli, 
kartenoidi, voski, kumarini in flavonoidi. Večino komponent, ki imajo antibakterijske 
lastnosti lahko razdelimo v štiri skupine, to so terpeni (p-cimen, limonen), terpenoidi (timol, 
karvakol), fenilpropeni (eugenol, vanilin) in druge sestavine, kot so alicin in izotiocianati 
(Khorshidian et al., 2018). EO vplivajo na rast mikroorganizmov zaradi vpliva na delovanje 
celične membrane, kjer povzroča odtekanje kalija iz celice (Edwards-Jones, 2013). Pri EO 
je potrebno izpostaviti, da lahko nekatera olja, kot so olje čajevca in sivke izzovejo alergijske 
reakcije pri občutljivih posameznikih (Al-Jumaili et al., 2018). 
V nadaljevanju so predstavljena tri esencialna olja, za katere je dokazano antimikrobno 
delovanje in smo jih uporabili v naši raziskavi. 
1.4.2.1 Borovo olje 
Olje bora je brezbarvna do rahlo rumenkasta tekočina, z močnim prodornim vonjem po boru. 
Borovo olje v vodi ni topno, meša se z alkoholom. Poznano je kot dezinfekcijsko sredstvo, 
mikrobiocid/mikrobiostat, virucid in insekticid. Zaradi germicidnih lastnosti ga najdemo v 
tekočih milih, zaradi vonja pa v parfumih in deodorantih (Tümen et al., 2018; Toxnet, 
2010b). Olje bora je sestavljeno iz kompleksne mešanice, katero v večini predstavljata dve 
večji skupini, in sicer terpenoidi in aromatske spojine. Predstavniki terpenoidov v olju bora 
so v večinski sestavi alfa-pinen, alfa-terpineol, linalol, limonen, kariofilen in eugenol (Mitić 
et al., 2018; Tümen et al., 2018; Zeng et al., 2012). V predhodno izvedenih in vitro 
raziskavah je imelo eterično olje bora do določenih vrst bakterijskih živilskih kvarljivcev 
zaviralni učinek rasti, nekatere pa je povsem uničilo. Antibakterijski učinek olja bora lahko 
povežemo s prisotnostjo nekaterih biološko aktivnih sestavin, kot sta eugenol in linalol 
(Zeng et al., 2012).  
10 
1.4.2.2 Mandljevo olje 
Mandljevo olje je bela do rahlo rumena tekočina, z močnim vonjem po mandljih, je grenkega 
okusa. Uživanje mandljevega olja, pridobljenega iz zaužitih plodov, ima pozitivne učinke 
na črevesje, uporaben je kot barvilo in sredstvo za mehčanje ušesnega masla. Uporablja se 
v kozmetičnih kremah, parfumih in kot ojačevalec okusa v hrani (Toxnet, 2010c). Mandljevo 
olje je bilo v preteklosti uporabljeno tudi v alternativni medicini, kjer je bilo poznano po 
protivnetnih učinkih. Mandljevo olje je bogato z esencialnimi maščobnimi kislinami, beta-
zosterolom, sekvalenom in alfa-tokoferolom (Ahmad, 2010).  
1.4.2.3 Olje pomaranče  
Pomarančno olje je rumena do redeče-oranžna tekočina, z značilnim vonjem po pomaranči. 
Uporablja se za zdravljenje glivičnih okužb. V tradicionalni evropski medicini se olje 
pomaranč uporablja za lajšanje prebavnih težav, vnetja žrela, kot pomirjevalo in kot 
uspavalo (Toxnet, 2015). Olja citrusov se uporabljajo v prehranski, farmacevtski, kozmetični 
in kemijski proizvodnji. Sestavljena so iz mešanice preko sto različnih sestavin, ki jih lahko 
razvrstimo v tri skupine: terpen hidrokarbonati, oksigenirane spojine in ne hlapne spojine. 
Monoterpen limonen je spojina, ki jo najdemo v številnih rastlinskih oljih in je glavna 
aromatska spojina v olju pomaranče (Alparslan et al., 2016). Z in vitro testi so raziskovalci 
odkrili antibakterijske, antiglivične, antioksidativne, protivnetne in insekticidne lastnosti 




Namen magistrske naloge je analizirati učinkovitost naravnih in konvencionalnih čistilnih 
sredstev za odstranjevanje bakterijskih celic E. coli s steklenih površin. Želeli smo ugotoviti, 
ali lahko konvencionalna čistilna sredstva, ki predstavljajo večje tveganje za zdravje in 
okolje, nadomestimo z naravnimi čistilnimi sredstvi.  
2.1 Cilji 
 Analizirati učinkovitost naravnih in konvencionalnih čistilnih sredstev za 
odstranjevanje adheriranih bakterij E. coli. 
 Oceniti katera od uporabljenih naravnih ali konvencionalnih čistilnih sredstev so za 
odstranjevanje bakterij E. coli bolj učinkovita, tista, ki imajo večji ali tista, ki imajo 
manjši toksični profil. 
 Ugotoviti vpliv koncentracije naravnih in konvencionalnih čistilnih sredstev na 
odstranjevanje bakterijskih celic E. coli. 
 Primerjati učinkovitost treh naravnih in treh konvencionalnih čistilnih sredstev, glede 
odstranjevanja bakterijskih celic E. coli s površine stekla. 
2.2 Hipoteze 
I. Naravna čistilna sredstva na osnovi rastlinskih izvlečkov bodo odstranila več 
bakterijskih celic E. coli s površine stekla kot konvencionalna čistilna sredstva. 
II. Višje koncentracije čistilnih sredstev so bolj učinkovite za odstranjevanje 
bakterijskih celic E. coli od nižjih koncentracij. 
III. Konvencionalna čistilna sredstva so v primerjavi z naravnimi čistilnimi sredstvi 




3 METODE DELA 
V naši raziskavi smo ugotavljali učinkovitost naravnih in konvencionalnih čistilnih sredstev 
za odstranjevanje bakterij E. coli s steklenih površin. Predhodno adherirane bakterijske 
celice smo izpostavili različnim čistilnim sredstvom in različnim koncentracijam teh čistilnih 
sredstev ter s pomočjo svetlobnega mikroskopa in kamere ovrednotili število bakterijskih 
celic, ki so ostale na površini. 
Magistrsko delo je izdelano v okviru projekta »Potencial biološko razgradljivih čistilnih 
sredstev za nadzor bakterijske adhezije – BI-US/16-17-065«. Raziskava je opravljena v 
sodelovanju z raziskovalci univerze Baylor v Teksasu, USA.  
3.1 Testna bakterija E. coli 
E. coli je Gram negativna bakterija, ki spada v družino Enetrobacteriaceae (Feng et al., 
2017). Bakterija je ovalne oblike dolga približno 1,8 µm in široka 0,8 µm. (Chahal et al., 
2016). E. coli je s svojimi bički, fimbriji in membranskimi proteini sposobna adhezije na 
površino. Po vezavi na različne površine bakterija izgubi bičke in začne tvoriti lepljive 
ekstracelularne polisaharide. Mnoge vrste iz družine Enterobacteriaceae, tudi E. coli tvorijo 
za preživetje v stresnih pogojih celulozno plast (Akbas, 2015). Uporabljamo jo kot indikator 
fekalnega onesnaženja in za nadzor ugotavljanja higienskih razmer v različnih objektih 
(Feng et al., 2017).  
3.2 Analiza števila celic pritrjenih na površino 
V naši raziskavi smo testne ploščice z adheriranimi bakterijskimi celicami pred nanosom 
čistilnega sredstva ter po spiranju čistilnega sredstva, obarvali z barvilom kristal vijolično. 
Obarvanje celic nam je omogočalo vizualizacijo bakterijskih celic pod svetlobnim 
mikroskopom. Posnetke smo nato analizirali z računalniškim programom ImageJ. Postopek 
priprave ploščic, bakterijske kulture in analize je opisan v nadaljevanju. 
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3.2.1 Priprava ploščic 
V raziskavi smo uporabili steklena objektna stekelca namenjena mikroskopiranju. Stekla 
smo z ročnim rezalnikom narezali na velikost približno 1 cm2. Narezane ploščice smo najprej 
očistili z etanolom, s tem smo s površine ploščic odstranili nečistoče. Po čiščenju z etanolom 
smo ostanke alkohola sprali z destilirano vodo, ploščice posušili in jih sterilizirali. Sledila je 
priprava suspenzije bakterijskih celic.  
Za pripravo suspenzije bakterijskih celic smo najprej pripravili prekonočno kulturo E. coli 
ATTC 35218, ki smo jo inkubirali 24 ur v aerobnih pogojih pri 37 °C. Nato smo iz 
prekonočne kulture odvzeli 100 µL suspenzije in jo vmešali v 30 mL navadnega bujona. 
Tako smo pridobili bakterijsko suspenzijo v razmerju 1:300. S pridobljeno bakterijsko 
suspenzijo v razmerju 1:300  smo nato prelili sterilne steklene ploščice.   
3.2.2 Priprava čistilnih sredstev 
V naši raziskavi smo uporabili tri konvencionalna čistilna sredstva (propilen glikol, metanol, 
cinkov klorid) ter tri naravna čistilna sredstva na osnovi rastlinskih izvlečkov (borovo olje, 
mandljevo olje, olje pomarančne). Vsako čistilno sredstvo smo pripravili v petih različnih 
koncentracijah (0,01 %; 0,1 %; 1 %; 10 %; 20 %). Za pripravo raztopin posameznih 
koncentracij konvencionalnih čistilnih sredstev smo uporabili destilirano vodo. Raztopine 
propilen glikola, metanola in rastlinskih olj smo zaradi hlapnosti pripravljali tik pred 
nanosom čistilnih sredstev na ploščice. Raztopine rastlinskih ekstraktov smo pripravili z 20 
% raztopino etanola, saj eterična olja v destilirani vodi niso topna. S preliminarno študijo 
smo ugotovili, da 20 % raztopina etanola nima vpliva na razmnoževanje uporabljene 
bakterije in ne vpliva na oprijem teh mikroorganizmov na površino. Vse poskuse za vsako 
koncentracijo čistilnega sredstva smo izvajali v treh paralelkah in jih ponovili trikrat. 
3.2.3 Adheriranje bakterijskih celic na površino 
V sterilno petrijevko smo s sterilno pinceto prenesli 15 predhodno narezanih, očiščenih in 
steriliziranih steklenih ploščic. Ploščice smo izpostavili 20 mL pripravljeni suspenziji 
bakterijskih celic, da je bila celotna površina ploščic prekrita. Petrijevko s ploščicami in 
bakterijsko suspenzijo smo nato eno uro inkubirali pri 37 °C pod aerobnimi pogoji.  
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Po inkubaciji smo iz petrijevke odstranili gojišče ter sprali ploščice z 20 mL fosfatnega pufra 
(PBS). Ploščice smo nato pobarvali z 20 mL 2 % barvila kristal vijolično in pustili delovati 
5 minut. Po preteku 5 minut smo barvilo odstranili in z mikroskopom prešteli število 
adheriranih bakterij na površini. V naslednjem koraku smo ploščice razporedili v 
mikrotitrske plošče tako, da smo vsaki vrsti in vsaki koncentraciji čistilnega sredstva (0,01 
%; 0,1 %; 1 %; 10 %; 20 %) izpostavili po tri steklene ploščice z adheriranimi bakterijami. 
Čistilno sredstvo smo pustili učinkovati 10 minut. Nato smo čistilno sredstvo odstranili in 
ploščice sprali s 3 mL PBS. Po spiranju smo ploščice ponovno pobarvali s 3 mL, 2 % 
raztopino barvila kristal vijolično in pustili delovati 5 minut. Barvilo smo nato odstranili in 
ploščice ponovno mikroskopirali.  
3.2.4 Mikroskopiranje  
Število bakterijskih celic na površini steklenih ploščic smo ugotavljali s pomočjo 
svetlobnega mikroskopa Olympus CX40 in kamere CCD 5MP USB CCD &Video CMOS 
(Camera Digital microscope Electronic Eyepiece for Image). Na vsaki ploščici smo naredili 
tri posnetke pred in tri posnetke po izpostavitvi čistilnim sredstvom. Razlika v številu 
adheriranih celic pred in po izpostavljenosti čistilnim sredstvom, predstavlja učinkovitost 
posameznega čistilnega sredstva. 
3.2.5 Analiza posnetkov in statistična obdelava podatkov 
Posnetke posamezne ploščice smo analizirali s programskim orodjem ImageJ. Orodje 
omogoča štetje števila bakterijskih celic na površini fotografije po tem, ko se določi 
dimenzijo in obliko bakterij, ki naj jih program prepoznava. Fotografije so bile posnete v 
dimenziji 600 px X 800 px. Dejanska velikost takšnega posnetka pod mikroskopom s 400 
kratno povečavo znaša 0,08 mm X 0,1 mm, kar znaša 0,008 mm2. Vrednosti smo normirali 
na 1 mm2. Dobljene rezultate smo vnesli v Excellove razpredelnice, kjer smo naredili 
statistično obdelavo podatkov in sicer z linearno regresijo. V statistični metodi smo kot 
odvisno spremenljivko definirali učinek čistilnega sredstva in koncentracijo kot neodvisno 
spremenljivko. Mejo statistične značilnosti smo določili pri p<0.05. 
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3.2.6 Toksični profil čistilnega sredstva 
Toksičnost snovi predstavlja povzročitev poškodb v organizmu preko krajšega ali daljšega 
časovnega obdobja izpostavljenosti neki snovi, s tem, da organizem zaradi izpostavljenosti 
toksični snovi ni sposoben delovati na mejah svoje adaptacije. Toksičnost določene snovi za 
organizme je odvisna od časa izpostavljenosti in prejete doze toksične snovi. Pri tem je pri 
časovni komponenti upoštevana dinamičnost organizma za absorpcijo in eliminacijo 
preiskovane snovi iz organizma (Rozman et al., 2009). Akutna toksičnost predstavlja 
neželen vpliv preiskovane snovi na testni organizem ob enkratni ali kratkotrajni 
izpostavljenosti določeni snovi (Chinedu et al., 2013). 
Letalni odmerek za polovico populacije (LD50) predstavlja koncentracijo snovi, ki povzroči 
smrt 50 % preiskovanih organizmov v določenem časovnem obdobju. Podana je s načinom 
vnosa snovi v organizem (oralno, dermalno, inhalacijsko, ipd.) in časom izpostavljenosti 
organizmov (Adamson, 2016).  
V našem magistrskem delu smo podatke o toksičnosti posameznega čistilnega sredstva 
pridobili iz baze podatkov Toxnet. Primerjali smo akutno toksičnost posameznega čistilnega 
sredstva LD50, z vplivom na podgane ob oralni poti izpostavljenost testnih organizmov, ter 
akutno toksičnost za kunce ob dermalni poti vnosa. Tako smo lahko razvrstili izbrana čistilna 
sredstva glede na akutno toksičnost, od najmanj do najbolj toksičnega. Nato smo 20 % 
koncentracije čistilnih sredstev primerjali med seboj glede učinkovitosti in akutne 
toksičnosti. Tako smo pri izbrani koncentraciji ugotovili ali so čistilna sredstva, ki so akutno 




V našem raziskovalnem delu smo preverjali učinkovitost čistilnih sredstev za odstranjevanje 
bakterijskih celic s površine stekla. Čistilna sredstva, katerih učinkovitost smo preverjali, so 
bila iz skupine konvencionalnih ter iz skupine naravnih čistilnih sredstev. Iz skupine 
konvencionalnih čistilnih sredstev smo preverjali učinkovitost propilen glikola, metanola in 
cinkovega klorida. Iz skupine naravnih čistilnih sredstev smo preverjali učinkovitost olja 
bora, mandljevega olja in olja pomaranče. 
4.1 Rezultati učinkovitosti konvencionalnih čistilnih sredstev 
Slika 1 prikazuje število bakterijskih celic E. coli na testnih površinah pred in po 
izpostavljenostjo različnim koncentracijam čistilnega sredstva propilen glikola. Če 
primerjamo z rezultate pred in po izpostavljenosti čistilnemu sredstvu, lahko vidimo, da 
število bakterijskih celic na površini s povečevanjem koncentracije čistilnega sredstva pada.  
 
Slika 1: Logaritem števila bakterijskih celic E. coli na stekleni površini, pred in po 
izpostavljenosti različnim koncentracijam čistilnega sredstva propilen glikola 
 
Slika 2 prikazuje učinkovitost odstranitve bakterijskih celic E. coli s površine stekla, glede 



























Učinkovitost odstranjevanja bakterijskih celic s površine se s povečevanjem koncentracije 
čistilnega sredstva povečuje. Razlika v učinkovitosti med najnižjo in najvišjo koncentracijo 
je približno 20 %. 
 
Slika 2: Učinkovitost odstranjevanja bakterijskih celic E. coli s površine stekla, z 
različnimi koncentracijam čistilnega sredstva propilen glikola 
 
Iz Slike 3 je razvidno, da število bakterijskih celic na površini upada z višanjem 
koncentracije čistilnega sredstva, metanola. Najmanj bakterijskih celic na površini je po 
tretiranju površine z 20 % raztopino čistilnega sredstva. Ob uporabi 20 % koncentracije 
čistilnega sredstva, se je, glede na izhodiščno stanje, število bakterijskih celic na površini 




























Slika 3: Logaritem števila bakterijskih celic E. coli na stekleni površini, pred in po 
izpostavljenosti različnim koncentracijam čistilnega sredstva metanol 
Pri testiranju učinkovitosti različnih koncentracij metanola se je učinkovitost odstranjevanja 
bakterijskih celic s površine povečevala z višanjem koncentracije čistilnega sredstva, vendar 
so razlike pri prvih štirih koncentracijah minimalne. Najvišja uporabljena koncentracija 20 
%, je bila za več kot 20 % učinkovitejša od 10 % koncentracije metanola. Najnižja 
koncentracija je odstranila 22 % pritrjenih bakterijskih celic (Slika 4). 
 
Slika 4: Učinkovitost odstranjevanja bakterijskih celic E. coli s površine stekla, z 




















































Rezultati prikazani na Sliki 5 kažejo trend upadanje števila celic E. coli na površini pri 
uporabi višjih koncentracije čistilnega sredstva cinkovega klorida. Zmanjšanje števila 
bakterijskih celic je opazno,  celo pri najnižji uporabljeni koncentraciji 0,01 %. Največ celic 
E. coli je odstranila najvišja uporabljena koncentracija. 
 
Slika 5: Logaritem števila bakterijskih celic E. coli na stekleni površini, pred in po 
izpostavljenosti različnim koncentracijam čistilnega sredstva cinkovega klorida 
Učinkovitost cinkovega klorida, glede odstranjevanja E. coli s površine stekla je prikazana 
na Sliki 6. Učinkovitost odstranjevanja narašča s povečevanjem koncentracije čistilnega 
sredstva. Razlika v učinkovitosti med najvišjo in najnižjo uporabljeno koncentracijo znaša 




























Slika 6: Učinkovitost odstranjevanja bakterijskih celic E. coli s površine stekla z različnimi 
koncentracijam čistilnega sredstva cinkovega klorida 
 
4.2 Rezultati učinkovitosti naravnih čistilnih sredstev 
Nizke koncentracije borovega olja so pri odstranjevanju bakterijskih celic tako rekoč 
neučinkovite, saj se njihovo število po izpostavljenosti čistilu ni bistveno spremenilo. Število 
celic pritrjenih na površino se je pri višjih koncentracijah nekoliko znižalo, vendar je tudi 





























Slika 7: Logaritem števila bakterijskih celic E. coli na stekleni površini, pred in po 
izpostavljenosti različnim koncentracijam čistilnega sredstva borovega olja 
S povečevanjem koncentracije borovega olja narašča njegova učinkovitost glede odstranitve 
bakterijskih celic s površine. Najučinkovitejša je 20 % koncentracija. 1 % koncentracija 
borovega olja je za okoli 8 % bolj učinkovita za odstranjevanje celic E. coli s površine, kot 
0,1 % koncentracija. Majhna učinkovitost odstranitve bakterijskih celic je opazna že ob 
najnižji uporabljeni koncentraciji (Slika 8).  
 
Slika 8: Učinkovitost odstranjevanja bakterijskih celic E. coli s površine stekla, z 




















































Slika 9 prikazuje logaritemsko število celic E. coli na površini stekla pred in po uporabi 
različnih koncentracij mandljevega olja. Število bakterijskih celic je s površine stekla 
zmanjšala že najnižja testirana koncentracija. Največ bakterijskih celic je s površine 
odstranila 20 % koncentracija mandljevega olja, ki je bila hkrati tudi najvišja testirana 
koncentracija. Razlike med najnižjo in najvišjo testirano koncentracijo čistilnega sredstva so 
bile minimalne. 
 
Slika 9: Logaritem števila bakterijskih celic E. coli na stekleni površini, pred in po 
izpostavljenosti različnim koncentracijam čistilnega sredstva mandljevega olja 
Učinkovitost odstranjevanja celic E. coli s površine stekla ob uporabi čistilnega sredstva 
mandljevega olja je prikazana na Sliki 10. Učinkovitost odstranitve celic E. coli s površine 




























Slika 10: Učinkovitost odstranjevanja bakterijskih celic E. coli s površine stekla, z 
različnimi koncentracijam čistilnega sredstva mandljevega olja 
Z večanjem koncentracije pomarančnega olja število bakterijskih celic E. coli na površini 
stekla upada glede na stanje pred izpostavljenostjo čistilnemu sredstvu (Slika 11). Razlika v 
številu celic na površini pred tretiranjem s čistilnim sredstvom in po uporabi najvišje 
koncentracije čistilnega sredstva je manjša od 0,1 log. 
 
Slika 11: Logaritem števila bakterijskih celic E. coli na stekleni površini, pred in po 




















































Slika 12 prikazuje učinkovitost odstranitve bakterijskih celic E. coli s površine ob uporabi 
različnih koncentracij pomarančnega olja. Razlika v učinkovitosti med najnižjo in najvišjo 
uporabljeno koncentracijo čistilnega sredstva pomarančnega olja znaša okoli 10 %. 
Učinkovitost odstranitve bakterijskih celic s stekla narašča s povečevanjem koncentracije 
pomarančnega olja. 
 
Slika 12: Učinkovitost odstranjevanja bakterijskih celic E. coli s površine stekla, z 
različnimi koncentracijam čistilnega sredstva pomarančnega olja 
 
Slika 13 prikazuje mikroskopske posnetke bakterijskih celic E. coli, ki so pritrjene na 
površino stekla pred in po izpostavitvi 20 % koncentraciji čistilnega sredstva. Posnetki A, 
C, E, G, I, K prikazujejo bakterijske celice na površini stekla pred izpostavitvijo čistilnemu 
sredstvu. Posnetki B, D, F, H, J, L prikazujejo ploščice z obarvanimi bakterijami po 
izpostavitvi enemu od čistilnih sredstev. Iz posnetkov opravljenih po izpostavitvi čistilnim 
sredstvom je razvidno, da je njihovo število glede na posnetke pred izpostavitvijo čistilnim 
sredstvom zmanjšano. Najučinkovitejše čistilno sredstvo je bil metanol (D). Najmanj 
učinkovito čistilno sredstvo je bilo pomarančno olje (L). Iz posnetka F je razvidno, da so na 
površini ostali ostanki čistilnega sredstva cinkov klorid. Pri uporabi naravnih olj smo na 
površini zaznali ostanke maščobnih kapljic. Te so vidne na posnetku L, kjer smo uporabili 





























Pred izpostavljenostjo čistilnemu 
sredstvu 
Po izpostavljenosti 20 % 

























































Slika 13: Mikroskopski posnetki adheriranih bakterijskih celic E. coli pred in po tretiranju 
z 20 % koncentracijo čistilnih sredstev 
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4.3 Statistična obdelava rezultatov 
V našem raziskovalnem delu smo opravili statistično analizo logaritemskega števila 
bakterijskih celic pritrjenih na površino stekla in koncentracije čistilnega sredstva, in sicer 
za vsako posamezno čistilno sredstvo.  
V Tabeli 1 so prikazani rezultati statistične analize podatkov. V primeru borovega olja in 
pomarančnega olja obstaja statistično značilna razlika med koncentracijo čistilnega sredstva 
in povprečnega logaritemsko števila bakterijskih celic na površini (p<0,05). Pri ostalih 
čistilnih sredstvih, to so propilen glikol, metanol, cinkov klorid in mandljevo olje, statistično 
značilne razlike ni bilo (p>0,05). 
Tabela 1: Statistična analiza podatkov 
Čistilno sredstvo R2 F-vrednost p-vrednost 
Propilen glikol 0,528 0,101 0,102# 
Metanol 0,556 0,089 0,089# 
Cinkov klorid 0,236 0,328 0,328# 
Borovo olje 0,729 0,030 0,030* 
Mandljevo olje 0,127 0,487 0,487# 
Pomarančno olje 0,772 0,021 0,021* 
Legenda: *p<0,05 statistično značilna razlika; #p> 0,05 ni statistične značilne razlike 
4.4 Primerjava čistilnih sredstev glede učinkovitosti in akutne 
toksičnosti 
V Tabeli 2 so prikazane vrednosti učinkovitosti posameznega čistilnega sredstva pri najvišji 
testirani koncentraciji 20 %. V desnem stolpcu so prikazane vrednosti toksičnosti LD50 za 
podgane ob oralni poti izpostavljenosti, ter vrednosti LD50 za kunce ob dermalni 
izpostavljenosti. Iz rezultatov je razvidno, da je najbolj učinkovito čistilno sredstvo metanol, 
najmanj učinkovito čistilno sredstvo pa pomarančno olje. Akutno najbolj toksično 
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uporabljeno čistilno sredstvo ob oralni izpostavljenosti podganam je po podatki baze 
podatkov Toxnet, cinkov klorid. Oralno akutno najmanj toksično čistilno sredstvo je 
propilen glikol. V primeru akutne toksičnosti ob dermalni izpostavljenosti kuncev, podatkov 
o toksičnosti cinkovega klorida nismo uspeli pridobiti. Glede na pridobljene podatke je bilo 
pri kuncih ob dermalni izpostavljenosti akutno najbolj toksično borovo olje, najmanj pa 
propilen glikol. Za pomarančno in mandljevo olje točne vrednosti LD50 oralno in dermalno 
niso znane, podana je le vrednost LD50 >5.000 mg/kg/TT (mg/kg/telesne teže).  
Tabela 2: Primerjava čistilnih sredstev glede njihove akutne toksičnosti in učinkovitosti 
Čistilno 
sredstvo 




Oralno / podgana Dermalno / kunec 












31,19 % 350 mg/kgTT (Toxnet, 
2006) 
 
















Legenda: TT – telesna teža;  
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5 RAZPRAVA 
Bakterije E. coli so indikator higienskih razmer, saj je njihova prisotnost v vodi, živilih ali 
površinah pokazatelj fekalne kontaminacije (Millezi et al., 2016). Kadar E. coli kolonizira 
površino, se z nje lahko prenaša naprej s stikom rok delavcev z onesnaženo površino ali ob 
kontaktu kolonizirane površine in proizvoda. Kadar je na površini prisotna organska snov, 
celice, minerali, ostanki čistilnih sredstev ali drugi ostanki, ti dejavniki povečujejo tveganje 
za adhezijo mikroorganizmov, hkrati pa predstavljajo oteževalni dejavnik odstranitve 
bakterijskih celic. Bakterije so sposobne tvoriti biofilme v zelo kratkem času (eni uri), zato 
je pomembno, da so čistilna sredstva, ki jih uporabljamo učinkovita (Barbosa et al., 2016). 
Cilj tega raziskovalnega dela je bil raziskati učinkovitost različnih čistilnih sredstev na 
odstranjevanja bakterijskih celic E. coli s površine. 
Na podlagi laboratorijskega poskusa in kasnejšega analiziranja opravljenih posnetkov smo 
pri vseh uporabljenih čistilnih sredstvih zaznali trend upadanja števila bakterijskih celic 
pritrjenih na površino z višanjem koncentracije čistilnega sredstva. Povezava med višanjem 
koncentracije čistilnega sredstva in upadanjem števila bakterijskih celic na površini, je bila 
v primeru borovega in pomarančnega olja statistično značilna (p<0,05).  
Vsa konvencionalna čistilna sredstva testirana v naši raziskavi so pokazala učinek 
odstranjevanja bakterijskih celic višji od 20 % že pri najnižji uporabljeni koncentraciji 0,01 
%. Pri najvišji uporabljeni, 20 % koncentraciji, je metanol s površine odstranil 45 % 
bakterijskih celic in je bil najučinkovitejše čistilno sredstvo. Metanolu po učinkovitosti 
odstranjevanja celic pri 20 % koncentraciji sledita propilen glikol s 37 % učinkovitostjo in 
cinkov klorid z 31 %. Propilen glikol in metanol sta alkohola, ki sta v preteklih raziskavah 
(McDonnell, Russell, 1999) pokazala tudi antimikrobni učinek proti vegetativnim oblikam 
bakterij ter antivirusnih in antiglivični učinek, kot kažejo naši rezultati pa sta učinkovita tudi 
pri odstranjevanju celic iz površin. McDonnell in Russell (1999) navajata, da antimikrobni 
učinek alkoholov pri manj kot 50 % koncentraciji upada, ter da je za njegovo optimalno 
delovanje potrebna koncentracija od 60 do 90 %. Po podatkih centra za nadzor in 
preprečevanje bolezni (Centers for Disease Control and Prevention, 2016) metanol uniči vse 
bakterijske celice E. coli v 10 sekundah v koncentracijah nad 40 %, vprašanje pa je, koliko 
teh celic s površine tudi odstrani.  
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Zmanjšanje števila bakterijskih celic E. coli z uporabo čistilnih sredstev na bazi alkohola so 
potrdili tudi Bae in sodelavci (2012), ki so v raziskavi preverjali učinkovitost odstranjevanja 
E. coli O157:H7 z nerjavnega jekla. Ugotavljali so odstranjevanje tako posamezno pritrjenih 
celic kot tistih v biofilmu po 1 oziroma 5 minutah izpostavljenosti alkoholnim in klorovim 
čistilnim sredstvom. Alkoholno čistilno sredstvo je bakterijsko populacijo iz 6,68 
log/ploščico v 5 min izpostavljenosti zmanjšala na najmanj 1,48 log/ploščico. Vrednost 1,48 
log/ploščico je bila, glede na metodo dela, uporabljeno v raziskavi spodnja meja detekcije 
števila mikroorganizmov. V naši raziskavi smo preverjali učinek dveh različnih alkoholov, 
in sicer metanola in propilen glikola. Učinkovitost naših alkoholnih čistilnih sredstev je bila 
slabša od tistih, ki jih opisujejo Bae in sodelavci (2012); metanol 45 % in propilen glikol 37 
% učinkovitost. Poleg vpliva metanola na zmanjševanje števila celic pritrjenih na površino 
lahko pri drugih avtorjih zasledimo tudi rezultate raziskav njegovega učinka na pritrjevanje 
bakterijskih celic na površino. Fletcher (1983), ki je preverjala vpliv metanola, etanola, 
propanola in butanola na bakterijsko adhezijo, je v raziskavi ugotovila, da metanol zmanjšuje 
pritrjevaje bakterijskih celic na površino, njegova učinkovitost pa se z višanjem uporabljene 
koncentracije povečuje. Na podlagi lastne študije ter študij drugih avtorjev lahko sklepamo, 
da metanol vpliva tako na odstranjevanje bakterijskih celic s površine kot tudi na njihovo 
pritrjevanje (Fletcher, 1983). Znani so tudi antimikrobni učinki tega sredstva na bakterije 
(McDonnell, Russell, 1999). 
Učinek odstranjevanja bakterijskih celic z uporabo konvencionalnih čistilnih sredstev sta 
raziskovala tudi Rossoni in Gaylarde (2000), ki sta ugotovila, da lahko z uporabo natrijevega 
hipoklorita (100 mg/l) s površine odstranimo 98 % bakterij, podobno učinkovitost pa ima 
tudi peroksiocetna kislina (250 mg/l). V našem raziskovalnem delu smo učinkovitost 
odstranjevanja čistilnih sredstev preverjali pri koncentracijah od 0,01 % do 20 %. Od 
konvencionalnih čistilnih sredstev smo preverjali učinkovitost metanola, propilen glikola in 
cinkovega klorida. Testirana čistilna sredstva so kljub nižjim uporabljenim koncentracijam 
od tistih v raziskavi Rossoni in Gaylarde (2000), pokazala vpliv na odstranjevanje celic E. 
coli s površine.  
Cinkov klorid je odstranil približno 31 % bakterijskih celic ob uporabljeni 20 % 
koncentraciji čistilnega sredstva. O vplivu cinkovega klorida na celice E. coli poročata tudi 
Aarestrup in Hasman (2004), ki sta preiskovala vpliv cinkovega klorida na različne 
bakterijske izolate. Avtorja poročata, da ima cinkov klorid zaviralni učinek na rast E. coli že 
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pri 2-4 mM koncentraciji. O zaviralnem učinku cinkovega klorida na bakterijsko rast 
poročajo tudi Kang in sodelavci (2015). Na podlagi teh rezultatov lahko vidimo, da ima 
cinkov klorid poleg sposobnosti odstranjevanja celic s površin tudi vpliv na razmnoževanje 
bakterij, kar je v praksi lahko zelo uporabno.  
Med naravnimi čistilnimi sredstvi je največ celic s površine odstranilo borovo olje, ki je pri 
najvišji uporabljeni koncentraciji s površine odstranilo približno 18 % pritrjenih bakterijskih 
celic. Učinek odstranjevanja Gram negativnih bakteriji E. coli je olje bora pokazalo že ob 
0,01 % koncentraciji. Olje bora ima poleg učinka na odstranjevanje E. coli s površine tudi 
zaviralni učinek na njeno rast in razmnoževanje (Thompson et al., 2013).  
Borovem olju po učinkovitosti odstranjevanja celic E. coli s površine sledi mandljevo olje 
(do 15 %) in pomarančno olje (do 14 %). Pri najnižji uporabljeni koncentraciji 0,01% je bilo 
med naravnimi čistilnimi sredstvi najučinkovitejše mandljevo olje (13 %). Poleg učinka 
pomarančnega in mandljevega olja na odstranjevanje bakterijskih celic s površine je poznan 
tudi učinek na zaviranje rasti bakterij. V raziskavi Baba in sodelavcev (2018) je imel vpliv 
na bakterijsko rast tako pomarančni sok kot ekstrakt pomarančnega olupka v etanolu in v 
vodi. Hammer in sodelavci (1999) so ugotovili, da je za zaviranje rasti E. coli potrebna več 
kot 2 % koncentracija olja pomaranče, oziroma več kot 8 % koncentracija mandljevega olja. 
V naši raziskavi je imela takšna koncentracija EO že vpliv na odstranjevanje bakterijskih 
celic. 1 % koncentracija mandljevega olja je namreč odstranila 14 odstotkov pritrjenih celic, 
1 % koncentracija pomarančnega olja pa 8 % celic E. coli. Na podlagi naših rezultatov in 
rezultatov drugih avtorjev (Baba et al., 2018; Hammer et al., 1999) lahko torej zaključimo, 
da imata olje pomaranče in mandljevo olje tako antimikrobni učinek kot tudi sposobnost 
odstranjevanja bakterijskih celic iz površin. 
Poleg učinka borovega olja, pomarančnega olja in mandljevega olja na odstranjevanje 
pritrjenih celic E. coli s površine, poročajo drugi avtorji tudi za druga EO. Millezi in 
sodelavci (2016) poročajo, da je olje čajevca pri 0,96 % koncentraciji s površine odstranilo 
več kot 5 log bakterij E. coli, pri koncentraciji 0,12 % in 0,48 % sta število bakterijskih celic 
na površini zmanjšala za 1,95 oziroma 2,03 log CFU. Vidacs in sodelavci (2018) poročajo o 
popolni odstranitvi biofilma E. coli s površine polistirena z uporabo EO timijana (3,8 
mg/mL) in majarona (4,5 mg/mL), po 10 minutni izpostavljenosti. V primerjavi z našimi 
rezultati so olja čajevca, timijana in majarona bistveno bolj učinkovita kot EO uporabljena 
v naši raziskavi. Ugotovili smo namreč, da je 20 % koncentracija borovega olja odstranila le 
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približno 0.1 log CFU bakterijskih celic. Učinkovitost v naši raziskavi testiranih EO je bila 
nižja, kljub temu, da smo v naši raziskavi učinkovitost odstranjevanja testirali na bakterijskih 
celicah, ki niso bile v biofilmu in so tako za postopke čiščenja bolj dovzetne. 
Poleg odstranjevanja in zaviranja rasti je za nekatera EO poznan tudi učinek preprečevanja 
oprijema bakterijskih celic na površino. Al-Shuneigat in sodelavci (2014) so v svoji raziskavi 
potrdili vpliv EO timijana na adhezijo bakterijskih celic Pseudomonas aeruginosa na 
površino polistirena. Kim in sodelavci (2016) so v raziskavi odkrili, da olje nageljnovih žbic 
v koncentraciji 0,005 % zavira tvorbo fimbrijev in s tem preprečuje oprijem bakterijskih 
celic na površino. Tako bi imeli morebitni ostanki čistilnih sredstev na podlagi EO na 
površinah po zaključenem čiščenju tudi rezidualni učinek na bakterije, ki bi prišle s površino 
v stik po koncu čiščenja. 
Naravna čistilna sredstva testirana v naši raziskavi niso bila tako učinkovita pri 
odstranjevanju celic E. coli s površine stekla, kot konvencionalna čistilna sredstva. Prav 
nasprotno so v svoji raziskavi ugotovili Fink in sodelavci (2018), kjer je ekstrakt olja 
lovorovega lista in ekstrakt olupka granatnega jabolka s površine odstranil večjo biomaso 
biofilma E. coli kot predstavnik konvencionalnih čistilnih sredstev, natrijev dodecilsulfat. V 
naši raziskavi učinkovitost naravnih čistilnih sredstev pri najvišji uporabljeni koncentraciji 
ni dosegala učinkovitosti konvencionalnih čistilnih sredstev niti pri najnižji uporabljeni 
koncentraciji.  
Akutna toksičnost čistilnih sredstev LD50 pri podganah ob oralni poti izpostavljenosti, v naši 
raziskavi testiranih čistilnih sredstev je med 350 mg/kgTT za cinkov klorid (Toxnet, 2006) 
in 22000 mg/kgTT za propilen glikol (Toxnet, 2010a). Najučinkovitejši čistilni sredstvi v 
naši raziskavi sta bili metanol in propilen glikol. Ti dve čistilni sredstvi sta po podatkih baze 
Toxnet med uporabljenimi čistilnimi sredstvi najmanj akutno toksični tako ob oralni 
izpostavljnosti podganam, kot dermalni izpostavljenosti pri kuncih. Najmanj učinkovita 
čistilna sredstva so bila v našem primeru naravna čistilna sredstva, ki pa niso bila akutno niti 
najbolj niti najmanj toksična. V primeru mandljevega olja in pomarančnega olje, natančne 
vrednosti akutne toksičnosti niso poznane. Med naravnimi čistilnimi sredstvi je bilo najbolj 
učinkovito borovo olje, katero je bilo glede na pridobljene podatke o dermalni 
izpostavljenosti kuncev in oralni izpostavljenosti pri podganah tudi najbolj akutno toksično 
EO. Akutno najbolj toksično čistilno sredstvo ob oralni izpostavljenosti podganam, cinkov 
klorid, je bil po učinkovitosti tretji najučinkovitejši, če pa primerjamo samo konvencionalna 
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čistilnima sredstva, je bil cinkov klorid akutno najbolj toksičen in hkrati najmanj učinkovit. 
Med vsemi čistilnimi sredstvi je s površine največ bakterijskih celic odstranil metanol. V 
primerjavi akutne toksičnost tako pri podganah, kot pri kuncih je metanol drugo, akutno 
najmanj toksično čistilno sredstvo testirano v naši raziskavi. Po učinkovitosti metanolu sledi 
propilen glikol, katerega oralna akutna toksičnost pri podganah je približno 4 krat nižja, 
vendar je bila tudi njegova učinkovitost za okoli 8 % slabša.  
Čistilna sredstva na osnovi rastlinskih izvlečkov so odstranila manj bakterijskih celic s 
površine stekla kot konvencionalna, zato lahko prvo hipotezo, ki pravi, »Naravna čistilna 
sredstva na osnovi rastlinskih izvlečkov bodo odstranila več bakterijskih celic E. coli s 
površine stekla kot konvencionalna čistilna sredstva«, ovržemo. 
Drugo hipotezo »Višje koncentracije čistilnih sredstev so bolj učinkovite za odstranjevanje 
bakterijskih celic E. coli od nižjih koncentracij«, lahko potrdimo, saj se je učinkovitost 
čistilnih sredstev povečevala z višanjem koncentracije čistilnega sredstva.  
Tretje hipoteze »Konvencionalna čistilna sredstva so v primerjavi z naravnimi čistilnimi 
sredstvi akutno bolj toksična, oziroma imajo nižjo vrednost LD50 pri podganah, ob oralni 
poti izpostavljenosti«, ne moremo niti ovreči niti potrditi, saj je toksičnost odvisna od 




Obvladovanje mikrobne adhezije v bolnišnicah, veterinarstvu in prehranski industriji 
predstavlja ključno skrb načrtovalcem zdravstveno higienskih režimov. Prisotnost patogenih 
mikroorganizmov na površinah, kjer je z vidika varovanja zdravja pomembno zagotavljanje 
ustrezne stopnje higiene, lahko predstavlja javnozdravstveni problem.  
Namen in cilj našega magistrskega dela je bil raziskati učinkovitost konvencionalnih in 
naravnih čistilnih sredstev pri odstranjevanju bakterijskih celic E. coli s površine stekla. 
Primerjali smo učinkovitost šestih čistilnih sredstev v petih koncentracijah. Poleg 
učinkovitosti posameznega čistilnega sredstva smo iz baz podatkov Toxnet pridobili njegov 
toksičen profil ter primerjali učinkovitost posameznega čistilnega sredstva z njegovo akutno 
toksičnostjo.   
Pomembnejši zaključki magistrskega dela so: 
- Konvencionalna čistilna sredstva so bila v našem raziskovalnem delu za 
odstranjevanje celic E. coli s površine stekla učinkovitejša od naravnih čistilnih 
sredstev. 
- Pri vseh uporabljenih čistilnih sredstvih so bile najučinkovitejše najvišje, 20 % 
koncentracije  
- Najučinkovitejše testirano čistilno sredstvo je bilo z okoli 45 % učinkovitostjo 
odstranjevanja, 20 % koncentracija metanola. 
- Najučinkovitejše testirano naravno čistilno sredstvo, je bilo s približno 18 % 
učinkovitostjo, 20 % raztopina borovega olja. 
- Najmanj učinkovito čistilno sredstvo med vsemi uporabljenimi, je bilo olje 
pomaranče. 
- Učinek na odstranjevanje bakterijskih celic s površine imajo že 0,01 % koncentracije 
čistilnih sredstev. 
Po opravljeni analizi pridobljenih rezultatov, so se pojavila nova vprašanja, zato bi bil 
smiselno preveriti učinkovitost testiranih čistilnih sredstev še na mešanih bakterijskih 
kulturah in biofilmih. S tem bi dobili vpogled v uporabnost posameznih čistilnih sredstev v 
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bolnišničnih okoljih ter živilski industriji, kjer so na površinah prisotne mešane kulture. 
Prisotnosti monokultur na površinah so v praksi redkost. Čistilna sredstva, ki se uporabljajo, 
pa morajo biti pri odstranjevanju nečistoč čim bolj vsestranska.    
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